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RESUMO

O objetivo deste artigo foi apresentar uma revisdo de literatura acerca da acgéo
antimicrobiana das micocinas produzidas por Wickerhamomyces anomalus. Uma busca
em publicacOes de 2016 a 2021 foi realizada nas bases de dados Biblioteca Virtual em
Saude (BVS), Scientific Eletronic Library Online (SciElo) e Pubmed, cruzando-se os
termos “Wickerhamomyces anomalus”, “killer toxins” e “mycocins”. Foi utilizado como
critério de exclusdo os artigos de revisdo de literatura e aqueles nao relacionados ao tema.
Foram encontrados 16 artigos, e apds uma leitura critica de titulos e resumos, selecionou-
se 13 para a escrita deste artigo.

Palavras-chave: antimicrobial; Wickerhamomyces anomalus; mycocins; killer system.

ABSTRACT

The objective of this article was to present a literature review about the antimicrobial
action of mycokines produced by Wickerhamomyces anomalus. A search in publications
from 2016 to 2021 was performed in the databases Virtual Health Library (VHL),
Scientific Electronic Library Online (SciElo) and Pubmed, crossing the terms
"Wickerhamomyces anomalus”, "killer toxins" and "mycocins"”. The exclusion criteria
used were literature review articles and those not related to the theme. Sixteen articles
were found, and after a critical reading of titles and abstracts, 13 were selected for writing
this article.

Keywords: antimicrobial; Wickerhamomyces anomalus; mycocins; killer system.

1 INTRODUCAO

Conforme descrito por Bevan e Makower (1963), leveduras killer sdo aquelas
capazes de promover atividade letal sobre leveduras sensiveis. O fenémeno killer de
leveduras é proveniente da acdo letal de micocinas secretadas por cepas, as quais sao
imunes a sua propria toxina (CAPPELLI et al., 2014). Essas micocinas, possuem uma
grande biodiversidade quanto as suas caracteristicas bioquimicas, genéticas e do seu
modo de acdo (MAGLIANI et al., 1997).

No habitat natural, os fungos utilizam estes compostos letais como estratégia para
eliminar concorrentes na competicdo por nutrientes (ROBLEDO-LEAL; VILLARREAL-
TREVINO; GONZALEZ, 2012) entretanto seu papel ainda ndo estd completamente
elucidado (FREDLUND et al., 2002).

A expressdo das micocinas podem sofrer alteracdes dependendo de variaveis
como: temperatura, pH, composicdo quimica do meio e concentracdo celular.
Normalmente, a atividade 6tima das micocinas ocorre em pH 4,5 a 25 °C. Entretanto,

esses valores podem ser diferentes dependendo das condigdes especificas de cada género,
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especie ou linhagens de leveduras produtoras de micocinas (BUZZINI; TURCHETTI;
VAUGHAN-MARTINI, 2007; FUENTEFRIA et al., 2006; MAGLIANI et al., 1997).

Alguns mecanismos sdo apresentados para justificar a agdo das micocinas sobre
outros microrganismos, sendo eles: alteracdo da permeabilidade de membrana, inibigcdo
da replicagdo de DNA, inibi¢ao da sintese de parede por B-1,3-glucano sintetase e
hidrélise B-1,3-glucano. Porém, muitos mecanismos permanecem desconhecidos e ainda
necessitam de mais estudos (STEWART, 2017).

O glucano é um importante polimero presente em bactérias e, em mais
abundancia, em células fngicas. As micocinas do tipo glucanases atuam na hidrdlise de
B-1,3-glucano ou PB-1,6-glucano, cujo fendmeno provoca a perda dos componentes
citoplasmaticos e, consequentemente, a morte celular. Como as células de mamiferos néo
possuem este constituinte na membrana, o mecanismo killer torna-se seletivo para
microrganismos. Deste modo, considera-se que este tipo de micocinas séo minimamente
toxicas e de baixa probabilidade de inducéo a resisténcia (1IZGU; KEPEKCI; 1IZGU, 2011,
IZGU; ALTINBAY; TURELI, 2007; MIURA et al., 2003; MUCCILLI et al., 2013;
POLONELLI et al., 1983).

Wickerhamomyces anomalus foi a primeira produtora de micocinas (também
denominada de levedura killer) descoberta a ser capaz de inibir o crescimento, tanto de
organismos eucariotos, quanto de procariotos patogénicos (POLONELLI et al., 1986,
2011).

Embora Wickerhamomyces anomalus ja tenha sido relatada como causadora de
infeccBes nosocomiais, ela acomete principalmente imunossuprimidos e é considerada
uma levedura de baixa viruléncia, uma vez que foram notificados raros casos no mundo
(DANIEL et al., 2011). Wickerhamomyces anomalus é definido como um microrganismo
seguro para individuos saudaveis, classificado em nivel 1 em biosseguranca (SUNDH;
MELIN, 2011).

A capacidade de inibir micro-organismos prejudiciais em uma variedade de
habitats, amplo espectro de atividade antimicrobiana e grande estabilidade levaram o uso
de Wickerhamomyces anomalus como um agente de biocontrole, uma vez que poderia ser
classificado como um micro-organismo de baixo risco, raramente rastreado em amostras
humanas. Além disso, ja € comprovada in vitro a atividade de Wickerhamomyces
anomalus contra dermatofitos e leveduras patogénicas (GIOVATI et al., 2018). Com isso,

Wickerhamomyces anomalus possuem aplicabilidade em processos da industria
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alimenticia, biocontrole agricola e na area clinica (MAGLIANI et al., 1997; PASSOTH
etal., 2006; WALKER, 2011).

2 OBJETIVO
Investigar e descrever a agdo antimicrobiana das micocinas produzidas por

Wickerhamomyces anomalus encontradas na literatura no periodo de 2016 até 2021.

3 METODOLOGIA

A revisdo de literatura seguiu os preceitos do estudo descritivo de carater
qualitativo para a identificacdo de producGes sobre o tema publicadas entre 2016 e 2021.
O método qualitativo foi utilizado pois possibilita a interpretacdo e emissdo de opinido
pelo pesquisador acerca do que é estudado. A busca foi realizada em fevereiro de 2021,
por meio de uma pesquisa bibliografica em artigos cientificos disponiveis nos bancos de
dados virtuais: Biblioteca Virtual em Saude (BVS), Scientific Eletronic Library Online
(SciElo) e Pubmed. Utilizou-se o cruzamento dos termos “Wickerhamomyces anomalus”,
“killer toxins” e “mycocins”. Os critérios de exclusao utilizados foram: artigos publicados

fora do periodo determinado, que fizeram fuga ao tema e revisdes bibliograficas.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES
Apo6s uma leitura critica de titulos e resumos, dos 16 artigos encontrados, foram
selecionados 13 para a revisdo de literatura. As caracteristicas dos estudos selecionados

estdo apresentadas no Quadro 1.

Quadro 1. Andlise detalhada das publicagdes quanto ao autor, ano de publicacdo, titulo e resultados.

AUTOR/ .
TITULO RESULTADOS
ANO
Micocinas WA40M1, WA45M2 e WA92M3
A . . produzidas pelas cepas WA40, WA45 e
. Susceptibility of Candida albicans WA92 de Wickerhamomyces anomalus
Parisetal., | Isolated from Blood to L N
1 - mostraram atividade inibitériaem cepas de C.
2016. Wickerhamomyces anomalous : L
. albicans, bem como nenhuma atividade
Mycocins .
citotdxica.
. . Cepas de Wickerhamomyces anomalus
A yeast strain associated to ; . . -
associada & Anopheles é capaz de produzir
Valzano et | Anopheles T .
2 - . uma micocina fortemente ativa contra P.
al., 2016. | mosquitoes produces a toxin able to ; S
. : . berghei, em condices in vitro.
kill malaria parasites
Postharvest biocontrol ability of | Cepas de D. hansenii e Wickerhamomyces
Grzegorcz . - A
3 K et al killer yeasts against Monilinia | anomalus podem ser propostas como
y " | fructigena and Monilinia fructicola | ingredientes ativos para o desenvolvimento
2016. . - L o
on stone fruit de Dbiofungicidas contra espécies de
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Monilinia que sdo responsaveis por perdas
econdmicas consideraveis em culturas de
frutas com caroco.

Isolation of a Wickerhamomyces

Evidéncias de cepas de Wickerhamomyces
anomalus isoladas de adultos e larvas de

4 Martin et | anomalus yeast strain from the | Phlebotomus perniciosus criados em
al.,, 2016. | sandfly Phlebotomus perniciosus, | laboratdrio, um dos principais vetores de
displaying the killer phenotype leishmaniose humana e canina, podem exibir
caracteristicas killer.
. WaEXG2 se mostrou mais responsiva ao
Potential Role of Exoglucanase ambiente nutricional e a presenca de paredes
Parafati et | Genes (WaEXG1 and WaEXG?2) in - P < P
5 . . celulares de P. digitatum e B. cinerea do que
al,, 2017. | the Biocontrol  Activity of | -
. as paredes celulares de outras espécies de
Wickerhamomyces anomalus p
ungos.
Ndo se obteve um padrdo de inibicdo
Robledo- | Identification and susceptibility of especifico _da especie com _este palne! de
N " leveduras killer, Metschnikowia pulcherrima,
6 | Leal etal., | clinical isolates of Candida spp. to | 5. ,; . .
. . Pichia  Kkluyveri e  Wickerhamomyces
2018. killer toxins S L .
anomalus inibiram a maioria dos isolados de
Candida spp.
Uma nova Kkiller toxina produzida por
Candidacidal Activity of a Novel | Wickerhamomyces anomalus mostrou uma
7 Giovati et | Killer Toxin from Wickerhamomyces | capacidade diferencial de morte contra
al., 2018. anomalus  Against Fluconazole- | Candida suscetivel e resistente ao fluconazol
Susceptible and -Resistant Strains em isolados clinicos e cepas de laboratorio
exibindo mutagdes conhecidas.
Ensaios de atividade na presenca de
- Identification of a Killer Toxin from | inibidores de  glucanase  especificos
Cecarini et . . . ; ;
8 Wickerhamomyces anomalus with B- | confirmaram a capacidade da proteina
al., 2019. 2 . .
Glucanase Activity assassina de agir nas glucanas da parede
celular.
Leveduras  killer ~ podem influenciar
Role of biocontrol yeasts | atividades enzimaticas relacionadas a defesa
Czarnecka | Debaryomyces hansenii and | do hospedeiro em tecido de macd, sendo a
9 et al., | Wickerhamomyces anomalus in | cepa de Wickerhamomyces anomalus eficaz
2019. plants' defence mechanisms against | durante a infeccdo do patdégeno e pode ser
Monilinia fructicola in apple fruits usado como agente de biocontrole no inicio
da doenca pés-colheita.
. . . Culturas WaF17.12, devidamente
Killer yeasts exert anti-plasmodial . . . . 1
L . - . estimuladas para induzir a expressao killer,
. activities against the malaria parasite X L
Cappelli et . L pode afetar diretamente 0s estagios
10 Plasmodium berghei in the vector N A
al., 2019. - . .| esporogdnicos iniciais de P. berghei in vitro,
mosquito Anopheles stephensi and in .
mice causando danos a membrana e morte do
parasita.
Os isolados de levedura S. cerevisiae, W.
Evaluation of potentially probiotic | anomalus e P. kudriavzevii (particularmente
attributes of certain dairy yeast | W. anomalus) foram reconhecidos como
Helmy et | . . R
11 al. 2019 isolated modelo potencialmente probidtico ideal com
B " | from buffalo sweetened Karish | propriedades in vitro que o0s tornam
cheese candidatos favoraveis para aplicagdes
probidticas.
Ar_1t|b|0t|c Activity of Acinetobacter baumannii multirresistente
12 Junges et chker_hamomyces . anon_walus apresentou-se susceptivel & micocinas de W
al.,, 2020. | Mycocins on Multidrug-Resistant '
. . anomalus.
Acinetobacter baumannii
Antimicrobial activity of | A aclo antimicrobiana das micocinas
Calanzas | Wickerhamomyces anomalus | presentes no sobrenadante da cultura de W.
13 | et al., | mycocins  against  strains  of | anomalus WA45 frente as cepas de S. aureus
2020. Staphylococcus aureus isolated from | coagulase positivas.

meats
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Utilizando cepas de Candida albicans isoladas do sangue de pacientes internados
em unidade de terapia intensiva, Paris et al. (2016) observou in vitro a atividade inibitoria
de micocinas produzidas a partir de Wickerhamomyces anomalus. Foi observada a
capacidade inibitéria das micocinas de Wickerhamomyces anomalus frente a outras
espéecies de Candida, como a Candida glabrata que também se mostrou susceptivel
(GIOVATI et al., 2018). Embora ja tenha sido relatado a capacidade de micocinas, ou
toxinas killer, produzidas a partir de cepas de Wickerhamomyces anomalus inibir algumas
espécies de Candida, estas ndo foram capazes de inibir completamente todos 0s grupos
de espécies. A espécie Candida parapsilosis se mostrou resistente a estas micocinas
(PARIS et al., 2016; ROBLEDO-LEAL et al., 2018).

A atividade inibitoria de micocinas produzidas por Wickerhamomyces anomalus
também foi observada frente a cepas de Acinetobacter baumannii multirresistentes
(JUNGES et al., 2020). Para avaliar esta capacidade antibacteriana Junges et al. (2020)
utilizou cepas de Acinetobacter baumannii multirresistentes isoladas do trato respiratorio,
sangue, urina, secrec¢ao purulenta e material invasivo e submeteu a ensaios in vitro.

Paris et al. (2016) e Junges et al. (2020) avaliaram a toxicidade das micocinas de
Wickerhamomyces anomalus. Em ambos os estudos as micocinas se mostraram sem
atividade citotoxica.

Ha evidéncias de que a cepas de Wickerhamomyces anomalus isoladas de adultos
e larvas de Phlebotomus perniciosus criados em laboratério, um dos principais vetores de
leishmaniose humana e canina, podem exibir caracteristicas killer. Considerando a
importancia médica deste achado, a associacdo entre P. perniciosus e W. anomalus
merece uma investigacdo mais aprofundada, a fim de explorar a possibilidade de que esta
levedura pode exercer atividade inibitoria contra Leishmania spp. (MARTIN et al., 2016).

Wickerhamomyces anomalus é uma levedura que pode ser associada a diferentes
insetos, incluindo mosquitos, onde se propde estar envolvida em relacdes simbidticas com
os hospedeiros. Diferentes cepas simbioticas de Wickerhamomyces anomalus exibem um
fendtipo killer mediado por toxinas de proteinas com atividades antimicrobianas de amplo
espectro (CAPPELLI et al.,, 2019). Valzano et al. (2016) registrou a habilidade
antiplasmodial da toxina killer purificada por meio de técnicas cromatograficas
combinadas de uma cepa de Wickerhamomyces anomalus isolada do vetor da malaria
Anopheles stephensi, a qual se apresentou eficaz atingindo o estagio esporogonicos do
parasita da malaria Plasmodium berghei, in vitro, o que causa danos a membrana e morte

do parasita.
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Além disso, Cappelli et al. (2019) demonstrou por estudos in vivo que a
suplementacéo dietética de mosquitos com células ativadas por toxina killer produzidas
por Wickerhamomyces anomalus interfere no desenvolvimento de oocineta no intestino
médio de Anopheles stephensi. Além da acdo anti-esporogoénica, foi observado um efeito
inibitério da toxina killer nos estagios eritrociticos de Plasmodium berghei, com
consequente reducdo da parasitemia em camundongos. Os testes preliminares de
segurancga em linhas de células murinas ndo mostraram efeitos colaterais.

Ensaios de atividade na presenca de inibidores de glucanase especificos
confirmam a capacidade desta proteina killer de agir nas glucanas da parede celular
(CECARINI et al., 2019).

Cepas de Wickerhamomyces anomalus foram testadas contra Monilinia fructigena
e Monilinia fructicola em ensaios in vitro e in vivo e demonstraram atividade antifungica.
Wickerhamomyces anomalus reduziu significativamente a incidéncia e severidade da
podriddo parda em frutos de péssego, ameixa e maca inoculados artificialmente com
Monilinia fructigena e Monilinia fructicola, principalmente quando aplicadas 24 horas
antes da inoculacdo do patégeno. A notavel habilidade de Wickerhamomyces anomalus
em controlar a podridao parda também pode ser correlacionada com sua alta capacidade
de colonizar o tecido da ferida e aumentar sua densidade populacional (CZARNECKA et
al., 2019; GRZEGORCZYK et al., 2017).

As micocinas de Wickerhamomyces anomalus foram testadas frente a cepas de
Staphylococcus aureus coagulase positiva — extraidas de carnes bovina, suina e de frango,
e os resultados foram satisfatorios, visto que houve a inibicdo completa das cepas
(CALAZANS et al., 2020).

O uso de leveduras, incluindo Wickerhamomyces anomalus, como agente de
biocontrole de fungos responsaveis por doencgas pés-colheita em frutas e vegetais tem
sido investigado nas dltimas duas décadas. Entre uma variedade de mecanismos, é
comprovado que a produgdo de glucanases codificadas pelos “killer genes” (WaEXG1 e
WaEXG2) desempenham um papel na capacidade da levedura de inibir outros fungos
(PARAFATI et al., 2017).

Além disso, micocinas de Wickerhamomyces anomalus (HN1) apresentam
propriedades potencialmente probioticas, com propriedades in vitro que as torna
candidatas favoraveis para aplicacfes de probidticos em alimentos em conserva (HELMY
etal., 2019).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As micocinas produzidas por Wickerhamomyces anomalus possuem atividade
contra diversos tipos de microrganismos, e apresentam-se minimamente toxicas para as
celulas humanas. Isso e a caracteristica de o desenvolvimento de resisténcia néo ter sido
relatado torna essas moléculas compostas com alto potencial como antimicrobianos.
Além disso, as micocinas possuem caracteristicas efetivas no desenvolvimento de

probidticos e como agentes de biocontrole para uso na agricultura e aquicultura.
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